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@ SouehBs da &Coll pioductrioes de vttamlne B12 et prpc6d6 de prfiparaflon de la vitamine B12 par 
culture de ces souehes. 

(g) L'Invention conceme des souehes de EColl productrioes de vitamine B12 transfbrm6es par un ADN 
hit^ogue comportant tout ou partie delaTigion cob! et permettant l*expression de ladite ri§gian dans 
ECoji. En particulier, la region oobi est la r^lon de SalmoneHa typtiimurhjm. 
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Llnvention a pour objet de notiveDes souches producbfoes de vitamine B12 afnsi qu'un proc^dd de pre- 
paration de vitamine B12 par culture desdites souches. 

La vitamine B12 encore appel6e cobalanrtine est essentielle k rtiomme et aux animaux non runtinants. 
(Is la trouvent essentiellement dans une alimentation camte Cest pourquol, dans les dievages Industrlels 
5 d'antmaux dont I'alimentation est uniquement d base de prot^ines v6g6tales, 11 faut, pour assurer d ces animaux 
une croissance normale, incorporer la vitamine B12 ^ leur noumture. 

La vitamine B12 est actuellement essentiellement pr£par6e par fermentation bactdrienne et de nombreux 
brevets d^crivent des souches bact^rlennes naturellement productrlces de vitamine B12. 

Bien entendu, Q esttoujours souhaitable, poursatisfaire aux besoins industriels, tant en alimentation ani- 
10 male qu'en pharmacie, de disposer de systdmes de production toujours plus performants. 

AinsI, les recherches actuelles portent d'abord sur ram^loration de la producfivitS des souches naturelle- 
ment productrlces, en utillsant les techniques de la mutE^^n&se et de la recomblnaison g^n^tique. 
La vole de la synth^ de la vitamine B12 est relativement complexe et maintenant bien connu& 
Qle oonrespond, au niveau gdndtique, d trois rdglons impliqu6es dans la synthteede diff6rents prdcurseurs 
IS de la vitamine B12. 

Plus pr^cls^ment, tes g&nes impliquds dans la biosynth^se de la vitamine B1 2 par les bactSrIes semblent 
group^s en trois op^rons : Top^ron cob! impliqud dans la biosynth^se de la cobinamide, Top^ron cobll impliqud 
dans la biosynthtee du dimethylbenzimidazole (DMB) et I'op^ron coblll oodant pour une fbnction permettant 
la reaction de la oobbiamTde et du DMB pour former la oobalamlne. L'opton oobi Joue un rOle partioull&rement 
20 important dans la mesure oO une vingtaine de g^nes sent impliquds dans la syntfitee de la cobiramide. 

On connalt plusieuis bact^ries naturellement productrlces, c^est^^-dire qui poss^dent tous les gdnes de 
la voie de biosynthdse. On peut dter de fagon non limitative BacDlus meaaternm Prdrionobacterium eherrna- 
nil. Pseudomonas putlda et Agrobacterium tumefadens. 

En pratique, essentiellement les propionlbactMs, c'est-4<lire les bact^es qui synth^tisent de Padde pro- 
25 pionique telles que Propionobacterium freudenrelchil et Propionobactefiumshemiang. atnsi Que Pseudomonas 
denitrificans, sont utOis^es industriellemenL 

Chez ces bact^ries natureDement productrlces, certains auteurs ont d^jS effectu6 le clonage la propa- 
gation de certains groupes de g^nes afin d'augmenter la quantity de gtoes correspondent k des enzymes limi- 
tantes. 

ao AInsI Brey et al, Journal of Bacteriology AoOt 1986. pages 623-630 ont 6tudl6 des groupes de g^nes de 
rop6ron cobl de Bacillus meqaterlum. Cameron et al, Joumal of Bacteriology, Janvier igsd, pages 547-557 
ont dScrit le clonage de groupes de g^nes de Pseudomonas denifrificans capables de compl^enter, chez les 
beetles Pseudomonas putida et Agrobacterium tumefaciens. des nutations cob. Un mutant cob estun mutant 
incapable de synthdtiser la cobalamine (vitamine B1 2). 

35 Toutefols, tous ces travaux ne visent qU'd am^llorer ia produGtivtt6 de souches naturellement productrices 
de vitamine B12. 

Or, D est 6galement rnt6ressant de pouvoirfiaire produire ta vitamine B12 par tfautres bactdrles qui ne la 
produisent pas naturellemenL 

Led6posantamaintenanttrouv6 quil est possQ)led6fUre produire de la vitannlne B12 par la bact6rle E.Coli 
40 en la transfomnant avec un ADN h^6rologue oomportant tout ou partie de la region oobl et permettant I'expres- 
slon de ladite region dans E«ColL 

Cest pounquoi Pinvention a pour obJet une souche de EColl productrice de vitamine B12 transfomn^e par 
un ADN h6t6rologue oomportanttout ou partie de la region cobl et permettant rexpression deladite r6g ton dans 
E,Co». 

46 La bacteria EColi a fait Tobjetde nombreuses manipulations gdn^tiques car elle prdsente une bonne apti- 
tude d la transfonnatlon, et de nombroux syst&mes de production dans EColi ont 6t6 6prouv^ pour obtenir 
des produits d^Int^r^t Industriel. Dans le cas de la vitamine B12, on peut done penser que la dicouverte k la 
base de Hnvention ouvre la possibility de produire la vitamine B12 k P^hefle industrielle par mise en culture 
deECdi. 

so La region cobl hSt^rologue peut provenlr de toute bact^rie chez kiquelle cette region a 6\6 Identifite. On 
peut dter, de fagon non limitative, la region cobl de Citrobacter. de Salmonella typhfrnuriunv et d'une mani^ 
g4n§rale de toute bacteria natureilement productrice de vitamine B12. 

Dans la suite de la description, on slntdresaera plus partfcuHftrement d la region cobl de SalmonePatvphi- 
murium. 

55 L'ADN hSt^rologue utais6 pour transfbrmer EColl comporte ou non des ^6ments assurant rexpression 
de la region cobl dans EColi, En effet, diff^rontes possibflitte eont envlsageables. La region cobl peut utiiser 
des 6l6ment5 propres k ECoD. d6j^ pr^ents dans la bacteria ou encore §ire Introdulte, pbrt6e par un vecteur, 
avec des ^Itoents d'expression h6t6roIogues. En tant que vecteur, on peut utiOser dlff^ients systdmes tels 
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que les plasmides ou les cosmldes. 

Tout ou partie de la region cobi peut 6tre introduttei dds lore que son expression conduit d la production 
de vitamine B12 par E.Coli. 

Ainsi, on a d6tennin6 que la transcription cobI s'effectue d partir d'une portion de g6ne allant du site P5tl(1) 
Jusqu'au site Psti (8,25) tel qu'identffid d la figure 1 et on constate que le vecteur pAR3063 qui ne oomprend 
pas ies sites EcoRI (7,05) et Pstl(1) (8^ ne permet pas la producb'on de vitamine B12, mfime s*!! compl6mente 
cependant des mutations cob d6sign^e$ par mutation 006-2719 et 006-2720. Cest pourquoi i'invention 
concemeplusparticuii&rementunesouchede ECglitransform^e parun ADN h^t^rologuecomportant la region 
oobi choisle panni : 

a) la r^ion comprise entre les sites de restriction Pstl(1) et PstI (8,25) telle que reprfeentte sur le dia- 
granfune de la figure 1, 

b) touts sequence d'AON qui s'hybride d la r^ion d^ie en a) 

c) toute sequence d'AON d6g^6r6e en raison du code gdnitique par rapport auxs^uences d'AON 6^ 
niesena)6tb). 

Plus particulltoment. la souche selon I'invention est telle que la region d^finle en a) pr§sente, d partir de 
Textr^mitd 5', la sequence suivante : 

CCT6CAGCAC AfiCCGCCATG* GCCAWICAGC TT6CTIGCCC GGTCATCCTA 
CT6GTGGACG GCAAGGCTGT TTCAACGTC6 CTT6CGGCTA CCGTTM6G6 
ATTTCAGCAT TCGACCCGAC CCTCAACCTC GCGGGCGTGA TTGTGAATCG 
CGTCACTA6C CGACGCCCAC TATCaCTCCT CAAAAAXGCC ATT6AACATT 
ATTGCTCACT GCCGGTACTG GGGTAtGTCC CTCCTXGCGA CGGCG7CGAT 
TACCTGCACG CCACTGG6GT TGATTACTGC CAGA6ATCCT CGTCATCAGC 
ATCATGGCAT GATTT 
et k partir du site de restriction BamHI (4,85), eUe pr^sente, vers le site P8tl(1), la sequence suivante : 

GGATCCCTTT ATCCCGACGG C6GCAATCCA TGACAACAAC GCGCCAATAT 
CCGCGCCCA6 GCTAAATCGT TCGCCGCCAA ACGCCGGAAA CTGCGCCAAA 
TGCCGTAAAC CGCCTGCCAG CGCATCGGCG TGGTCTATCG CTTCCAGCGC 
CGCACGGTCA ICAAATGCCS TCCAGC6GGC CCCATTCCCA CGACCGTTAG 
CATTGCAGCT CCTTA6CAAT C7CGTCGACG GGAC6ATTAC TGCCGAGAA 

Suivant un mode de realisation avantageux, la region cob I oomprend 6galement le site PsH (1) Iul-m6me. 
Suivant un autre mode de realisation, la r^ion Cobl, telle que dSfinie en a) oomprend ^gaiement le sfto Pst 
(8,25) lui-mfime. Plus particulidrement, la region d^finie en a) oomprend 6galement la region comprise entre 
les^tes de restriction Psti (1) et EcoRi (0) telle que representee sur le diagramme de latigure 1, ayant, d partir 
de site Psti (1) vers le site EcoRI (0) la sequence suivante : 
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TAAITGGGGI CGACGC&TM CTGTCWACA ACCCCMGJIC CCCTTCMIS 
ACftfiCGATAT CCGCCTGCCG CMtTGTTCG CAAAATAAGG CGIT6A6AAC 
AGGAGGAGGA AGCAT6AAAC TGTCAaGATT ACGG6ACGCC ACGCCACAGA 
TAGCGGTATG CCAGCCGGTA TCAA66TAAT CTGGCCCAAC TTTAAAC6GC 
TGTACGCGCA 
et k parfir du sits EooRI(O) vers le site Pstl(1} la sequence suivante : 

CTCATCCTCC ATCGTTATGA ATAGCAATAT TTTGCTATTG CCGATrTTTG 
ATAGTCTTTT GTATCTTAAT CATTOAGAA AGAAAATTTA TXTG6TGTAA 
CAAtAAATTG TCATAGCGCA ACAAAATAAT AAAASTTAGG GCATAAACTG 
CACCAGTTTT TATTTTTGTG ATGAAGIACA GTGTCAGGAA AGATAA6TTT 
TATTACGCTT TGTCGATACG TTTTATC6TC AATATACC66 tAAGGATGAG 
TA6ATTAACG TCAGAT6A6C AACCGCTCAG GCTATTGCTC ACAGAAATGT 
AAACGTAGCA CATTAWAAT TGTCGITATG GGTGTGqCGT ACAGCCATAA 
CGTAACCACA GGTTGCCACA TTGTGGTAGG GAGG6GTGAA TCCC6CA6CC 
CGCTGCTGTG ATGCTGAC 

Enfin, Tlnvention couvre dgalement les fonnes de realisation dans lesquelles la r^ion cob! d^flnie en a), 
loisqi/elle oomprend la region telle que d6finle pr^c^demment, onnprend ^galement les sites PstI (1) et EcoRI 
38 (0) eux-mSmes, Dans tous les modes de realisation tels que d^nls pr§c6demment. on peut prSvoir que la 
r§gion cobi ddfinle en a) comporte ^galement la region comprise entra les sites de restriction EcoRI (0) et PsQ 
(-3,5), alnsl que le cas o£^ (adite region oobl comporte toute la r§glon allant du site PstI (-3.5) au site Cla (17,2), 
toujours selon le mode de representation adopts dans le diagramme de la figure 1. 

L'invention a dgalement pour objet un proc6d6 de preparation de vitaniine B12 selon lequel on cultive une 
40 souche de EColl conforme d l'invention dans un milieu de culture approprie et on rdoupdre la vltamine B12 
obtenue. 

D'autres caract6ristiques et avantages de Tinvention apparaltront au cours de la description d6tailiee sui- 
vante, accompagnee des figures 1 d 5, lesquefles reprisentent : 

- Figure 1 : la carts de restriction d'une partie du g6nome de Sgdmonella typhimurium. avec en paraOdle 
48 les fragments dudit genome contenus dans les plasmldes pAR3062 et pAR3063. Ijbs sites de restrictiDn 

les plus courants sontIndiqu6s par leur designation suhHe d'un chiffire entre parentheses qui visualise pour 
la commodite de la figure, la position des sites par rapport au site EcoRI(0). 1^ fledies accompagnees 
de signes romains i, II, III, IV correspondent aux regions du genome dont la sequence a ete determinee. 
Les fiedies epaisses situees au dessus de la carte de restriction symboiisent le sens de Iranscrfption de 
80 la region cobi d'une part et d'autre part du gene Col. qui correspond au gene Pdu menb'onne dans le docu- 
ment Abstracts of the 90th Annua! Meeting Am. Soc. for IVIicrobiology 1990, 13-17 Mai, Anaheim, Califomie. 
Les plasmldes pAR3062 et pAR3063 sont representee de fapon e montrer leur zone de recouvrement avec 
les regions du genome de Salmonella typhimurium. 

- Figure 2 : une partie de la sequence (sequence I) des plasmldes pAR30G2 et pAR3063 ^ant du site Pst(0 
55 vera le sSe EooRI(0) tels qu'indiques e la figure 1. 

- Rgure 3 : une partie de la sequence (sequence II) des plasmldes pAR3062 et pAR3063, allant du site 
EooRl(0) vera le site Pstl(1) tels qu'indiques e la figure 1. 

- Figure 4 : une parfie de la sequence (sequence 111) des plasmldes pAR3062 et pAR3063 allant du site 
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Pstl(1) vers le site Bam HI (4,85) tel$ qu'indiqu^s ^ la figure 1. 

- Rgure 5 : une partie de la sequence (sequence IV) des plasmtdes pMZOGZ at pAR3063, diantdu site 
BamHI (4.85) vers le site P8tl(1) tels quindiquds d la figure 1. 

Les examples de realisation dtolvent la pn^paiation de deux vecteurs d^slgn^s respeetivement par 
6 pAR3062 et pAR3063 dont Fun iflustre Tinvention et I'autre coirespond d un essal oomparatif. afin de mettre 
en Evidence la structure minlmale que doit avoir la portion de la region cobi pour rSsoudre le probl6me p086 
parrinvention. 

Example : Preparation d'une souche de E.C0II productrlce de vRamlne 812. 

10 

Pour rechercherun ensemble de g^nes apportantunelbnction cobI actNe chez Exgllles experiences ont 
porte sur PADN de souches bacteriennes deriv6es de Salmonella tvpliimurium LT2. La souche AR2155 est un 
derive restriction negatif de la souche LT2 qui a servi de donatrice tfADN. 

Les bacteries ont ete cultivees en milieu minimum (par Gtre : NaaHPCH 6 g, KH2PO4 3 g, NaO 0.5 g, NH4CI 
IS 1g. MgS04 0.2 g, CaQa 0,01 g. glucose 10 g, Casamino acides 1 g) puis recuperees parcentrlfugation ettrai- 
tees en SDS 2 %, proteinase K 10 mg/mi pendant 3 heures e 40*C. UADN a ensulte et6 extras par le phend 
et predpite e I'^anol en presence tfacetate de sodium 0,3 M. Les brins d'ADN ont ete collectes puts remis 
sir un tampon Tris pH 7,5 50 mM, EDTA (1 mM) pour traitement d la RNase e 200 mcg/ml. L'AON est extralt 
ensulte au dilorofome, predpite k i'ethand, resuspendu et diaiyse contie un tampon Tris pH 7fi IQmM. EDTA 
20 10mM,NaCI10mM. 

Cet ADN chromosomique est ensulte dig^re partiellement par Penzyme de restriction Saj3A ^ des concen- 
trations decfotssantes aflant de 2 unites par meg d'ADN jusqu'e 0,01 5 unites par OKg tfADN pendant 1 heure 
h 37^C. Les digestions sontarretees part'ajout d'EOTAe la concentration finale de 20 mM etl'ADN ainsi digere 
est place sur un gel ^agarose e 0.4 % dans un champ d'environ 1 volt par cm jusqu'e migration complete du 
25 bleu de bromophend utaise comme mafqueur de migration. 

Les bandes de gel correspondant e une taille d'environ 25 idlobases sont deccupees, mises dans un sac 
k diaiyse dans un tampon Tris borate EDTA et placees dar^ une cuve d'eiectrophorese. ueiectroeiution est 
effechiee k 200 vdts pendant 1 heure avec inversion de courant pendant 2 minutes pour iiberer i'ADN. UADN 
est fQtre sur odonne de taine de verre puis extralt au phend et au chlorofonme. U est ensuite predpite deux 
30 Ibis e rethanol et resuspendu sur un tampon Trie EDTA. 

Cette preparation d'ADN est alors llguee e Taide de la Hgase dans le vecteur pl.A2917 (LN. Allen et R.S. 
Hanson, Journal of Bacteriology (1985) 161 P^®s 955-962). Ce vecteur est un cosmide poriant, en plus d'un 
marqueur de resistance k la tetracydine. un marqueur de resistance k la kanamydne inactive lors d'une cou- 
pure par i'enzyme Bglll. 

35 Ce vecteur pLA2917 est prealablement digere compietement par I'enzyme Bglll puis dephosphoryie k 
raids d'enzymes commerciales utillsees sulvant les protocoles des fbumisseurs. 

Le produit de la ligation est ensulte encapslde sulvant la methode de Hohn (Methods Enzymoi. (1979) ^ 
pages 299-309) en utilisant des extraits d*encapsidation commerdaux (Stratagene cloning systems. 1^ Jdla. 
California). 

40 Ce Ilgat est ensulte amplifie dans la souche restriction negative de E.C0II. S17-1 (Simon R.,U. Priefer, et 
A. Puhler(1982) Biotechndogyl pages 784-791) par infection de 5 ml de cette bacteria sensible (suspendue 
en MgS04 0,01 M) avec 0,5 ml tfencapstdat, suivie d'un etalement sur 25 boltes de milieu peptonee contenant 
de la tetracydine k 20 mcg/ml. Environ 12000 colonies sont obtenues et remises en suspension en MgS04 
0.01 M. Ce melange sert k preparer un stock de bacteriophage lambda virulent qui a pour titre 2.10^ pfu/ml. 

45 La population de bacteriophages anisi obtemie contlent des particules virales de lambda vir quine peuvent 
se developper chez Salmondlatvphimurium (Haridd A. et Pahra ET. (1 984) Mol. Gen. Genet 195 pages 256- 
259) et des partfcutes de cosmides qui peuvent s'y repliquer aprfes infection, k oonditkui d'utillserune souche 
de Salmonella tvphimurium sensible k Padsorption du bacteriophage lambda. 

Pour lealiserla tr ans formation, on utfllse une souche de Salmonella tvphimurium rendue sensible k I'infec- 

50 tion parle bacteriophage lambda (Palva E.T., Uljestr6m P., HarayamaS. (1961) Md. Gen. Genet 181 pages 
153-157) et porteuse de mutations restriction negatives, d-epres denommee souche TN2540. Cette souche 
de Salmonella tvohlmurfum comporte 6galement une mutation cobt (Jeter. R.M.. B.M. Oliveraet J.Roth(1984) 
J. Bacterid. t^O pages 207&-2082) afin de rechercher des dones exprimant la region oobL 

CettB souche reoeptrice. denommee TN2540 cobk est Infectee par la population de bacteriophages obte- 

55 nue precedmmente une nultiplidte dlnfecdon de 0,5 pour rechercher des dones devenus resistants k la tetra- 
cydine, puis oanni euxdes dones devenus cobH. De tate dones oobl-t- sonttrouves k unefir6quence d'environ 
1 pour 500 dones resistants k la tetracydine examines. 

L'un des plasmUes alnd obtemi est denomme pAR3062 et sa carte physique de restriction est determines 
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d raide (f enzymes de restriction comme Indlqud sur la figure 1 . Le plasmkle pAR3062 comprend touts la partie 
allant du site Pst! (-3.5) au site PstI (17,5). 

De plu8» une portion de la region a 6t6 s^uenc6e et les sequences I, II, HI, IV correspondantes sont Indl- 
qu^ aux figures 2 ^ S. 

5 On prepare d'autre part un plasntide contrdle pARd063 quine contlent, du c6t& 3\ que le site Qa (5,2^, 
mals ne contient pas les sites EcoRI (7,05) et Pst I (8.25) tels quidentifite k la figure 1. 

De memo, une partis de ce plasmide a dt6 sdquenc^e et la partie s6queno6e se recouvre avec les sequen- 
ces!, II, III.IVdepAR3062. 

Le plasmide pAR3062 et le plasmide oontr&le pAR3063 sont transf^r^s dans la souche tfEColi K12 
10 W31 10. Ces deux souches ainsi que la souclie de Salmonella Tvphimurium AR2iS5 utilis^e comme contrdle 
positif, sontGuttiv6es sous ana^robie, en ndieu liquide (par litre : exbrsdtde levure 5 g, chlorure de cobalt 1 mg, 
dimethyl benzymldazole 50 mg pendant 48 heures h 37''C). 

Les cultures sont ensuite traittes k 20 minutes d 20X puis on extrelt la vitamlne B12 au ph6nol et des 
aliquots sont ddpos^s sur une souche indicatrice EColi met E~ sur mHieu minimum sans methionine. Les 
IS mutants met E~ peuvent utiliser la vitamine B12 exogdne pour contoumer leur besoln en methionine exog^ne. 
On detenrilne la quantity de vitamlne B12 produite en mesuiant les halos de croissance de la bacteria indica- 
trice. 

La souche de Salmonella tvphimurium AR2155 donne des halos de 22 mm (equivalent ^ 0, 10 mg/g de 
bacteria), la souche EColi W3110 (pAR3062) des halos de 20 mm (equivalent e 0,08 n^g de bacteria) et la 
20 souche contr51e EOoll W3110 (pAR3063) n'a pas donne de halo. Par consequent, la bacteria ECoji nature!- 
lament non productrice de vitantine B12 peut la produire torsqu'dle esttransformee oonfbnnement ft I'biventbn. 

B ten entendu, B est possible, sans sortir du cadre de HnvenUon de preparer des vecteuis d'expresslon dans 
ECoO penmettant de surexprimer la vitamine B12 grdce e la presence de pramoteurs reputes forts dans E.C0II 
tels que les promoteurs PGK, Ptac, P^ etc 

28 
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Nucleotide 
210 
simple 
lineaire 

ADN genomique 
Salmonella 

Sequence du sy$teme vitamine B12 



SEP ID NO ; i 

Type de sequence : 
Longueur de la sequence 
Nombre de brins : 
Configuration : 
Type de molecule : 
Origine Organisme : 
Proprietes : 

Sail 
I 1 

TAATT6G6G7 CGACGCATAG CTGTCATACA ACCCCATQAC CCCTTCAATG 
ACAGCGAIAT CCGCCTGCCG CA7TTGTTCG CAAAATAAGG CGTTGAGAAC 
AGGAGGAGGA AGCATGAAAC TGTCAAGA7T AC6GGACGCC ACGCCACAGA 
TAGCGGTATG CCAGCCGGTA TCAAGGTAAT CTGGCCCAAC TTTAAACGGC 
TGTACGCGCA 



50 
100 
150 
200 
210 



25 



30 



38 



SO 



SEP ID NO ; 2 

Type de sequence : 
Longueur de la sequence : 
Nombre de brins : 
Configuration : 
Type de molecule : 
Origine Organisme : 
Proprietes : 

^TCATCCTCC ATCGTTATCA 
ATAGTCTCTT GTAXCTTAAT 
CAATAAATTG TCATAGCGCA 
CACCA6TTTT TATTTTTGTG 
TATIACGCTT TGTCGATACG 
TAGATTAACG TCAGAtGAGC 
AAACGTAfiCA CATTATTAAT 
CGTAACCACA GGTTGCCACA 
CGCTGCTGTG AT6CTGAC 



Nucleotide 

simple 
Uneaire 

ADN genomique 
Salmonella 

Sequence du systeme vitamine B12 

ATAGCAATAT TTTGCTATTG CCGATTTTTG 50 

CATTTCACAA AGAAAATTTA TXTGGTGTAA* 100 

ACAAAATAAT AAAATTTAGG GCAXAAACTG 150 

ATGAA6TACA GTGTCAGGAA AGATAAGTTT 200 

TTTTATCGTC AATATACCGG TAAG6AT6AG 250 

AACC6CTCAG GCTATTGCTC ACAGAAATGT 300 

TGTCGTTAtG GGTGTGCCGX ACA6CCATAA' 350 

TT6TGGTA6G GAGGGGTGAA TCCCGCAGCC 400 

418 
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SEP ID NO ! 3 
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1$ 



Type de sequence : 
Longueur de la sequence 
Nombre de brins : 
Configuration : 
Type de molecule : 
Origine Organisme : 
Proprietes : 

PsM 



Nucleotide 
315 
simple 
lineaire 

ADN genomique 
Salmonella 

Sequence du systeme vitamine B12 



25 



CCXGCA6CAC 


AGCCGCGATG' 


GCCAAACAGC 


XTGCTTGCCC QQTCATCCTA 


50 


CTGGTGGACG 


GCAAGGCTGT 


TTCAACGTCG 


CTTGCGGCTA CC6TTATGGG 


100 


ATTTCAGCAT 


TCGACCCGAC 


CCTCAACCTC 


GC6GGCGTGA TT6T6AAICG 


150 


CGTCACTA6C 


CGACGCCCAC 


TATCACTCCT 


CAAAAATCCC ARGAACATT 


200 


ATTGCTCACT 


6CC66TACT6 


6GGTATGTCC 


CTCCTTGCGA CGGCGTCGAT 


250 


TACCTGCACG 


CCACTGGGGT 


TGATTACTGC 


CAGAGATGCT CGTCATCAGC 


300 


ATCATGGCAT 


GATTT 






315 



so 
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SEQ ID NO ; » 

Type de sequence : 
Longueur de la sequence 
Nombre de brins : 
Configuration : 
Type de molecule : 
Origine Organisme ; 
Proprietes : 



Nucleotide 

simple 
lineaire 

ADN genomique 
Salmonella 

Sequence du systeme vitamine Bi2 



BamHI 
^ T 

GGATCCCTTT ATCCCGACGQ CGGCAATCCA TGACAACAAC GCGCCAATAT 50 

CCGCGCCCAG GCTAAATCGT TCGCCGCCAA ACGCCGGAAA CTGCGCCAAA 100 

TGCCGTAAAC CGCCTGCCA6 C6CATCGGC6 TGGTCTATCG CTTCCAGCGC 1 50 

CGCACGGTCA TCAAATGCCG TC CAGCC^GC CCCATTCCCA CGACCGTTA6 200 

CATT6CAGCT CCTTAGCAAT CICGTCGACG GGACGATTAC TGCCGAGAA 249 



80 



55 Revendications 



Souche de EColi productiice de vitamine B12 tran^omi^e par un ADN h6f^roIogue comportant tout ou 
paitie de la region coU et permettant t'expression de ladite rdgion dans ECoii. 
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Souche selon la revendication 1 . caractdrisde en ce quit s'agit de la region cobi de Saimonellatyphimu- 
riufn. 

Souche aelon la revendication 2, cajract6ris6e en ce quii s'agit de la r^ion cobl choisb parmi : 

a) la legion oomprfse entre les sites de restriction Pstl(1) et PstI (8,25) telle que representee sur le diar 
granune de la figure 1, 

b) toute sequence d'ADN qui s'hybride k la region definie en a) 

c) toute sequence d'ADN d^gdnMe en ralson du code g^n^tique par rapport aux sequences d'ADN 
ddfinies en a) et b). 

Soucheselon la revendication 3, caractens6e en ce que, la region ddflnle en a) pr^sente, d partirde Pexfire- 
mite 5' la sequence sulvante : 



CCIGCAGCAC 


AGCCGC6ATG 




TT66XT6CCC 


GGTCAZCCTA 


CT66T66AC6 


GOUUSGCTCT 


TTCAAC6TC6 


CTTGC6GCXA 


CCGTTArGGG 


ATTTCAGCAI 


TCGACCC6AC 


CCTCAACCTC 


6CGG6CGTGA 


TTGTGAATCG 


C67CACTASC 


C6AC6CCCAC 


TAICACTCCT 


CAAAAAT6CC 


ATTGAACA2T 


ATTGCTCACT 


GCCG6TACT6 


GG6TAT6TCC 


CICCTTGC6A 


C66CGTC6AT 


TACC7GCACG 


CCACT6666t 


TGATTACTGC 


CAGA6AICCT 


C6TCA7CASC 


ATCMGGCAT 


6ATTT 









et & partlrdu site de restriction BamHI (4,65), elle presents, vers le site Pstl(i), la sequence sulvante : 

GGATCCCTTT ATCCCGACG6 C66CAAZCCA TQACAACAAC GCGCCAHTAT 
CCGCGCCCAG GCTAAilTCGT TCGCCGCCM AC6CCGGAM. CX6CGCCMA 
7GCCGTAAAC CGCCTGCCAG CGC&TC66CG TG6TCTATCG CTTCCAGC6C 
CGCACGGTCA TCAAATGCC3 TCCAGCGGGC CCCATTCCCA CGACCGTTAG 
CAT7GCAGCT CC77AGCAAT C7CGTCGACG GGACGAITAC 7GCC6A6AA 

Souche selon la ravendlcatton 3, caracterisee en ce que ladite region cobl comprend 6galement le site 
Pstl(1)lu'Hneme. 

Souche selon rune des revendicatlons 3^5, caracterfsee en ce que ladlta region oobi, definie en a) 
conr^rend egalement le site Pst (8,25) lui-meme. 

Soucheselon Tune des revendications 346, caracterisee en ce que la region definie en a) comprend ega- 
lement la region comprise entre les sites de restriction PsU (1) et EcoRI(0) teOe que representee sur le 
diagramme de ta figure 1. ayant, e partlr de site Pstl(1) vers le site EcoRI(0} la sequence sulvante : 
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TAAXT6GG6T C6ACGCATA6 CTGICATACA ACCCCA36AC CCCXTOU^G 
ACA6C6ATAT CCGCCT6CCG CATTTGTTCG CAAAATM66 CGTIGAGAAC 
AGGAGGAGGA A6CAT6AAAC T6TCAASATT AC6G6AC6CC ACGCCACA6A 
TAGC6GTATG CCAGCCGGTA TCAA6GTAAT CT66CCCAAC 7TIAAAC66C 
TGTACGC6CA 

et d partlr du sita EooR](0) vers le site 'Pdtl(l) ta sequence sulvantB : 

CTCATCCTCC ATCGTTAT6A ATAGCAATAT TTT6CTATT6 CCGATTTTTG 
AIAGTCTTTT G7ATCTTAAT CAITTCAGAA A6AAAATITA 7XTG6TGTAA 
CAA7AAATT6 TCA7AGC6CA ACAAaATAAT AAAA7TTA66 GCAXAAACTG 
CACCASTTTT TAT T TT TG TG ATGAAGTACA GT6TCAGGAA AGATAAG77T 
TATTACGCT? T67CGATACG TTTTATCGTC AATATACC6G TAAGGATGA6 
TAGATTAACG TCAGATGAGC AACCGCTCAG 6CTA7TGC7C ACAGAAATGT 
AAACGTAGCA CAT7AT7AAT TGTC6TTA76 66T676CCG7 ACAGCCA7AA 
CG7AACCACA GG77GCCAC:A 77G7GG7A6G GAG6GG7GAA 7CCCGCAGCC 
CGC7GC7GT6 A76C7GAC 

8. Souche selon la revendication 7. caract^^e en ce que la region cobi d6flnie en a) comprend dgalement 
les sites Pstl(1) et EcoRI(0) eux-memes. 

9. Souche selon Tune des revendlcations 3 d 8, caract6risde en ce que la region cobt d6fln!e en a) comporte 
Sgalement la r^lon comprise entre les sites de restriction EcoRI(0) et Pstl(-3,9 telle que repr§sent6e sur 
le diagramme de la figure 1. 

10. Souche selon Tune des revendicatlons 3 d 9, caract6ris^e en ce que la region cobI d^finfe en a) comporte 
touts la region allant site PstI (-3,5) au site Oa (17.2) selon les Indications donn6es dans le diagramme 
delafigmel. 

11. Proc^6 de pr6|iaiatlon de vHamine B 12 caract6ris6 en ce qu'on culflve une souche de EColi selon Tune 
des revendicatlons pr6c6dentes, dans un mOteu de culture appropri6 et on rtatpdre la vitamine B12 obte- 
nue. 
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SEQUENCg I 
Sat I 

TAATTGGG6T CGAC6CATAS CTGICATACA ACCCCATGAC CCCTTCAAIG 
ACAGCfGATAT CfCGCCTGCCG CATTTGTTC6 CAAAATAA6G CGTTGAGAAC 
A66A6GAGGA AGCATGAAAC TGTCAAGATT ACGGGACGCC ACGCCACAGA 
TAGCG6TATG CCAGCCGGTA TCAAGGTAAT CXGGCCCAAC TTTAAACGGC 
T6TAC6CGCA 

FIG. 2 



SgQUgNCe I 

CTCATCCTCC ATCOTTATGA ATAGCAATAT TTTGCTATTG CCGATTTXTG 
51 ATAISXCTTTT GTATCWAAT CATTTCAGAA AGAAAATTTA TXXGGT6TAA 
101 CAA1AAATT6 TCATA6C6CA ACAAAATAAT AAAATTTAGG GCATAAACTG 
151 CACCAGTTTT TATTrTTGTO ATGAAGTACA GTGTCAGGAA AOATAAGTrr 
201 TATTACGCTT TGTCGATACG TTTTATCGTC AATATACCGG TAA66ATGA6 
251 TAGATTAACG TCAGATGAGC AACCGCTCAG GCTATTGCTC ACAGAAATGT 
301 AAACGTAGCA CATTATTAAT TGTCGTl'ATG GGTGT6CCGT ACAGCCATAA 
351 CGTAACCACA GGTTGCCACA TTGIGGTAGG GAGGGGTGAA TCCCGCAGCC 
401 C6CTGCTGTG AT6CTGAC 

FIG. 3 



1 
51 
101 
151 
201 
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SEQUENCE E 

Psfl 

I 1 

1 CCXGCAGCAC AGCCGCGATG GCCAAACAGC rXGGTTGCCC GGTCATCCTA 
51 CTGGTGGACG GCAAGGCTGl' TTCAACGTCG CTTGCGGCTA CCGTTATG6G 
101 ATTTCAGCAT TCGACCCGAC CCTCAACCTC GCGGGCGTGA TT6XGAATCG 
151 CGTCACTAGC CGACGCCCAC TATCACTCCT CAAAAATGCC ATTGAACATT 
201 ATTGCTCACT GCCGGTACTG GGGTATGTCC CTCCTTGCGA CGGCGTCGAT 
251 TACCTGCACG CCACrGGGGT TGATTACTGC CAGAGATCCT CGTCATCAGC 
301 ATCATGGCAT GATfT 

FIG. 4 



SEQUENCE K 

Bam»l 

I GGATCCCrrX ATCCCGACGG CGGCAATCCA TGACAACAAC GCGCCAATAT 
51 CCGCGCCCAG GCTAAATCGT TCGCCGCCAA ACGCCGGAAA CTGCGCCAAA 
101 TGCCGTAAAC CGCCTGCCAG CGCATCGGCG TGGTCTATCG CTTCCA'XGC 
151 CGCACGGTCA TCAAATGCCG TCCAGCGGGC CCCATTCCCA CGACCG*I*TA6 
201 CATTGCAGCT CC1TA6CAAT CTCGTCGACG GGACGArrAC TGCCGAGAA 

FIG. 5 
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